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) Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung und ein 
Verfahren auf HPLC-Basis zur Trennung hochkomplexer 
Substanzgemische. 

Pflanzliche und mikrobielfe Extrakte sind hochkomplexe 
Substanzgemische. Sie enthalten in groSer Zahl sowohl 
extrem polare als auch unpolare Stoffe. Die Auftrennung 
dieser Gemische ist prinzipiell mit chromatischen Verfahren 
moglich. Allerdings ist der zeitliche Aufwand der Trennung 
mit den bisher bekannten chromatographischen Vorrichtun- 
gen, z. B. HPLC-AnJagen, unvertretbar hoch. 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine HPLC-Anla- 
ge anzubieten, die vollautomatisch in kurzester Zeit hoch- 
komplexe Substanzgemische soweit auftrennt, daS ihre 
Bestandteile nahezu rein vorliegen, die dann einem Testsy- 
stem zugefuhrt werden konnen. 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit einer Vorrichtung auf 
HPLC-Basis, die Trennsauleneinheiten (A, F), Fraktioniersau- 
leneinheiten (E, G), Detektoreinheiten (7 und 20, 21), Pump- 
einheiten (B, C, D), Fraktionssammlereinheiten umfafct, 
wobei diese Einheiten einschlieStich jeder einzelnen Trenn- 
bzw. Fraktioniersaule uber Mehr-Wege-Ventile ansteuerbar 
miteinander verbunden sind, sowie eine Rechnereinheit fur 
das softwaregesteuerte funktionelle Zusammenwirken der 
Vorrichtung. 
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Beschreibung 



Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung und 
ein Verfahren auf HPLC-Basis zur Trennung hochkom- 
plexer Substanzgemische. 5 

Mehr als ein Drittel der zur Zeit am Markt befindli- 
chen Arzneimittel enthalten Wirkstoffe, die die Natur 
zur Verfiigung gestellt hat, d. h. sie wurden aus Pflanzen 
oder Mikroorganismen isoliert, oder aber zumindest auf 
dieser Basis modifiziert 10 

Trotz dieser relativ hohen Anzahl an biologisch akti- 
ven Substanzen, die die Natur zur Verfugung hat, hat 
man sich weltweit bisher mehr auf die chernische Syn- 
these ais auf den sogenannten Naturstoffpool konzen- 
triert. In den letzten Jahren wurden jedoch neue Wirk- 15 
stoffe entdeckt, die von der Natur geschaffen wurden, 
und dadurch erlebt die Naturstoffchemie bzw. Natur- 
stoffbiotechnologie eine Renaissance. 

Gleichzeitig mit der Entdeckung bzw. Herstellung 
neuer Wirkstoffe erfolgte eine schnelie Entwicklung auf 20 
dem Sektor der Testsystemkapazitaten. Wahrend derar- 
tige biologische Assays zur Auffindung neuer potentiel- 
ler Wirkstoffe noch vor Jahren einige 100 mg Substanz 
erforderlich waren und damit haufig lediglich nur gerin- 
ge Durchsatze von Tests pro Jahr moglich waren, stellt 25 
sich die Situation gegenwartig grundlegend anders dar. 
Infoige von Testdesigns, die z. B. die Hemmung eines 
spezifischen Enzyrns als Mafi fiir die biologische Aktivi- 
tat annehmen, lassen sich miniaturisierte Testautomaten 
realisieren, mit denen sich durchaus eine Million Sub- 30 
stanzen pro Jahr bei gleichzeitig niedrigstem Substanz- 
verbrauch untersuchen lassen. Das Vorhandensein die- 
ser enormen Testsystemkapazitaten kommt der Natur- 
stofforschung entgegen, denn von den aus Pflanzen 
oder mikrobiellen Fermentationen isolierten reinen Na- 35 
turstoffen stehen haufig nur wenige Milligramm zur 
Verfugung, solange eine besondere biologische Aktivi- 
tat noch nicht nachgewiesen werden konnte. 

Obwohl bereits eine groBe Zahl von Naturstoffen be- 
kannt sind, muB man davon ausgehen, daB die Natur 40 
noch eine viel groBere Anzahl von Substanzen bereit- 
halt, die bisher unbekannt sind, so daB man an einem 
Hochdurchsatzscreaning von einer groBen Zahl pflanz- 
licher und mikrobieller Rohextrakte nicht vorbeikommt. 

Die Prlifung naturlicher Extrakte erfordern allerdings 45 
eine langwierige Prozedur der Vorreinigung, Vortren- 
nung, Zwischen- und Feinreinigung, die immer wieder 
unterbrochen werden miissen durch Testung auf biolo- 
gische Aktivitat Diese Vorgehensweise erfordert einen 
hohen zeitlichen, personeilen sowie logistischen Auf- 50 
wand und fiihrt daruberhinaus vielfach zu nicht weiter 
verfolgenswerten chemischen Substanzen. 

In Anbetracht des Kostendruckes der aus dem Ge- 
sundheitswesen in die forschenden Einrichtungen hin- 
eingetragen wird, fuhren derartige Zeitverluste zu einer 55 
immer starkeren Benachteiligung der auf der Natur- 
stofforschung basierenden Forschung und Entwicklung. 
Pflanzliche und mikrobielle Extrakte sind hochkomple- 
xe Substanzgemische. Sie enthalten in groBer Zahl so- 
wohl extrem polare als auch unpolare Stoffe. Die Auf- 60 
trennung dieser Gemische ist prinzipieU mit chromati- 
schen Verfahren moglich. Allerdings ist der zeitliche 
Aufwand der Trennung mit den bisher bekannten chro- 
matographischen Vorrichtung, z B. HPLC-Anlagen, un- 
vertretbar hoch. 65 

Im BEO-Jahresbericht 94 des Bundesministeriums fiir 
Bildung, Wissenschaft, Forschung und Technologie, Sei- 
ten 413 und 414, ist eine HPLC-Anlage zur Naturstoffi- 



solierung beschneoen, die pflanzliche und mikrobielle 
Extrakte grob- und feinfraktionieren soil. 
Die Aniage weist foigende Nachteile auf: 

— Die Zuschaltung hier genannter Frakiionssam- 
melsaulen erfolgt uber 12-Wege-Ventile, deren 
Einsatz bei praparativen Anwendungen sehr ko- 
stenaufwendig ist Die hier erforderliche Haufigkeit 
der Schaltungen fiihrt zu einem schnelleren Ver- 
schleiB von Bauteilen und Dichtungen. 

— Ein variabler Einsatz entsprechend der zu tren- 
nenden Gemische durch Erweiterungen oder auch 
Verringerung der Anzahl der Saulen ist nicht mog- 
lich, d. h., ein modularer Aufbau der Aniage ist auf- 
grund dieser Konstruktion nicht durchfiihrbar. 

— Die groBe Anzahl von Fraktionssammelsaulen 
fiihrt zu einer zu langen Laufzeit und zu einem 
hohen Losungsmittelverbrauch. 

— Ein kostengiinstiger und zeitsparender Roll- 
over- Betrieb ist nicht durchfiihrbar. 

— Die hier vorgesehene isokratische Trennung im 
zweiten Trennschritt fiihrt ebenfalls zu einer nach- 
teiligen Verlangerung der Laufzeit 

Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde eine 
HPLC-Anlage anzubieten, die vollautomatisch in ktirze- 
ster Zeit hochkomplexe Substanzgemische soweit auf- 
trennt, daB seine Bestandteile nahezu rein vorliegen, die 
dann einem Testsystem zugefuhrt werden konnen. 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit einer Vorrich- 
tung und einem Verfahren auf HPLC-Basis gemaB der 
Anspriiche 1 und 22. 

Die erfindungsgemaB zugrunde gelegte Technologie 
der Auftrennung der Extrakte ist die Hochdruckflussig- 
Chromatographie, die in der Lage ist, sowohl relativ 
polare als auch unpolare Verbindungen zu trennen. Auf- 
grund der hohen Anzahl von Substanzen in einem kom- 
plexen Substanzgemisch wie z. B. in pflanzlichen und 
mikrobiellen Extrakten, ist die Trennung in einem 
Schritt nicht moglich. Es ist vielmehr die erfindungsge- 
maBe {Combination mehrerer Trennsaulensysteme er- 
forderlich, urn in vertretbarer Zeit eine Auftrennung zu 
erreichen. 

Die Erfindung weist verschiedene Vorteile auf. So 
ermdglicht die Erfindung in einer Aniage eine Grob- 
und eine Feintrennung vorzunehmen und zwischenzeit- 
lich abgetrennte Fraktionen abrufbereit auf festen Pha- 
sen zu speichern, so daB innerhalb kiirzester Zeit mittels 
der softwaregesteuerten Vorrichtung eine praktisch 
vollstandige Auftrennung aller Substanzfraktionen er- 
reicht werden kann. Dadurch ist es denkbar, daB bei 
gtinstiger Infrastruktur, also das Vorhandensein ent- 
sprechender Testsysteme verbunden mit einer Struktur- 
aufklarung innerhalb von 2 bis 3 Tagen eine Identifizie- 
rung der wirksamen Komponente eines Extraktes zu 
ermoglichen. Das bedeutet eine extreme Beschleuni- 
gung des Wirkstoffindungsprozesses, der ausgehend 
von Naturstoffgemischen wie pflanzliche oder mikro- 
bielle Extrakte ublicherweise Monate dauert. Vorteil- 
hafterweise weist die erfindungsgemaBe Vorrichtung ei- 
nen modularen Aufbau auf, der Erweiterungen in Ab- 
hangigkeit von der Komplexitat zu trennender Sub- 
stanzgemische ermoglicht 

Die Erfindung wird anhand einer Zeichnung naher 
erlautert Es zeigt 

Fig. 1 den Aufbau und Ablaufschema der Vorrich- 
tung. 

Das zu trennende Multikomponent-Gemisch (z. B. 
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Pflanzenextrakt, mikrobieller Extrakt usw.) wird in Me- 
thanol gelost und mit RP-4- Material (KorngroBe ca. 
40 jam) in folgendem Verhaltnis 1 Massenteil Extrakt zu 
3 Massenteilen RP-4-Material versetzt. Von diesem Ge- 
misch wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer 
entfernt, so daB eine rieselfahige Mischung aus Extrakt 
und RP-Material entsteht. Die Mischung wird in eine 
Aufgabesauie 1 trocken verfiiilt und in die Trennsauien- 
einheit A eingebaut. 

Mit einer Pumpe 2 und ais Eluent Wasser wird uber 
die 3- Wege- Ventile 16, 17 und uber ein 6-Wege-Ventil 3 
die Luft aus der trockenverfullten Aufgabesauie 1 ent- 
fernt. Wenn die Luft entfernt ist wird das Trennpro- 
gramm gestartet Das Trennprogramm wird uber eine 
Software gesteuert. 

Mit einer Pumpe 4 und einer Pumpe 5 der Pumpein- 
heit B wird ein Gradient von 0% bis 100% des mit der 
Pumpe 5 geforderten Laufmiitels bzw. Elemente mit 
einer Laufzeit von 60 min gefahren, wobei es sich bei 
Pumpe 4 urn eine waBrige Puffer-Losung und bei Pum- 
pe 5 um Methanol handelt. Die Komponenten des Ex- 
traktes werden in Abhangigkeit ihrer Polaritat von der 
Aufgabesauie 1 liber das 6-Wege- Ventil 3 auf die Trenn- 
saule 6 gespiilt Die Trennsaule 6 ist mit RP-4-Material 
gefullt In einem UV-Detektor 7 werden die Komponen- 
ten detektiert und mit der Software aufgezeichnet Die 
Komponenten gelangen zu einem T-Stuck 8, wo uber 
die Pumpe 2 und die 3-Wege- Ventile 16, 17 Wasser zum 
Eluent dosiert und dadurch die Polaritat der Losung 
erhoht wird. Danach gelangt dieses Eluat uber ein 
6-Wege-Ventil 9 zu einer Fraktionssauleneinheh E, die 
aus 18 Fraktioniersaulen besteht 

Die Fraktioniersaulen der Fraktioniersauleneinheit E 
sind mit verschiedenen Sorbentien gefullt an denen 
durch Festphasenextraktion die Komponenten extra- 
hiert werden. 

Jede Fraktioniersaule wird fur einen Zeitraum von 
3—4 min geschaltet Die Fraktioniersaulen werden uber 
jeweilige 4-Wege- Ventile 18.1 bis 18.18 in den Eluenten- 
strom geschaltet. Dadurch wird der 60-minutige Gra- 
dient in 18 Fraktionen aufgeteilt. Das komponentenfreie 
Eluat geiangt uber das 6-Wege- Ventil 9 in den Abfall. 

Jede einzelne der auf den 18 Fraktioniersaulen ge- 
speicherten Fraktionen wird liber eine der sechs Trenn- 
saulen einer Trennsauleneinheit F weiter aufgetrennt. 
Dabei wird uber die Pumpe 4 und Pumpe 5 der Pump- 
einheit B, uber das 3-Wege-Ventil 13, das 6-Wege-Ventil 
9 und liber das entsprechende 4- Wege-Ventil 18.1 bis 
18.18 die Komponenten rlickwarts von einer der Frak- 
tioniersaulen auf eine der sechs Trennsaulen der Trenn- 
sauleneinheit F gespiilt und die Komponenten weiter 
aufgetrennt Die sechs Trennsaulen werden liber ent- 
sprechende 4-Wege-Ventile 19.1 bis 19.6 geschaltet. 

Die getrennten Komponenten gelangen nach der 
Trennsauleneinheit F in ein Split- Ventil 15, wo ein Teil 
(ca. 1/40) des Volumenstromes einem Lichtstreudetek- 
tor 20 zugefuhrt wird. Der restliche Volumenstrom ge- 
iangt tiber einen weiteren UV-Detektor zu einem 
T-Sttick 22, wo liber die Pumpe 2 und ein 3-Wege-Vemil 
16 Wasser zum Eluat dosiert und dadurch die Polaritat 
der Losung erhoht wird Dieses Eluat gelangt dann zu 
einer Fraktionssauleneinheh G, die uber zehn 4-Wege- 
Ventile 14.1 bis 14.10 geschaltet und mit den getrennten 
Komponenten beschichtet wird, dabei werden durch 
das Saulenmateriai die Komponenten aus dem Eluat 
extrahiert Die Steuerung dieser Ventile erfoigt durch 
eine Kombination von Peakerkennung der Detektoren 
20,21 und durch Zeitsteuerung. 
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Die Ventile werden von dem Steuerungsprogramm 
so gesteuert daB, wenn die erste Fraktioniersaule bela- 
den ist, mit Hilfe einer Pumpe 26 einer Pumpeinheit D 
uber ein 3-Wege-Ventil 27 Methanol uber das entspre- 
5 chende 4- Wege- Ventil 25.1 auf die erste Fraktioniersau- 
le gefordert wird und die Komponenten uber die 3-We- 
ge-Ventile 28, 29, 30 in einen der Fraktionssammler 31, 
32, 33 der Fraktionssammiereinheit H gespiilt werdend. 
Die freigespiilte Fraktioniersaule wird mit Wasser 
io liber das 3-Wege- Ventil 27 mittels Pumpe 26 und liber 
das entsprechende 4- Wege- Ventil 25.1 fur die nachste 
Fraktionierung konditioniert 

Dadurch konnen mehr als 10 Fraktionen bearbeitet 
werden, weil gleichzeitig auf Fraktioniersaulen fraktio- 
15 niert wird und auch Fraktioniersaulen gespiilt und kon- 
ditioniert und damit fur eine weitere Fraktionierung 
vorbereitet werden. 

Bezugszeichenliste 

20 

1 Aufgabesauie 

2 Pumpe (C) 

3 6-Wege-Ventil 

4 Pumpe (B) 
25 5 Pumpe (B) 

6 Trennsaule 

7 UV-Detektor 
8T-Stuck 
9 6-Wege-Ventil 

30 1 3 3-Wege- Ventil 

15 Splitt- Ventil 

16 3-Wege- Ventil 

17 3- Wege- Ventil 

18 4-Wege- Ventil (18.1 - 18.18) 
35 19 4-Wege-Ventil (19.1 -19.6) 

20 Lichtstreudetektor 

21 UV-Detektor 

22 T-Stuck 

24 4- Wege- Ventil (24.1 -24.10) 
40 25 4-Wege-Ventil (25.1 -25.10) 

26 Pumpe (D) 

27 3- Wege-Ventil 

28 3- Wege-Ventil 

29 3- Wege- Ventil 
45 30 3- Wege-Ventil 

31 Fraktionssammler 

32 Fraktionssammler 

33 Fraktionssammler 
A Trennsauleneinheit 

50 B Pumpeinheit 
C Pumpeinheit 
D Pumpeinheit 
E Fraktioniersauleneinheit 
F Trennsauleneinheit 
55 G Fraktioniersauleneinheit 
H Fraktionssammiereinheit 

Patentanspriiche 

60 1- Vorrichtung auf HPLC-Basis zur Trennung hoch- 
komplexer Substanzgemische, umfassend 

— Trennsauleneinheiten (A, F) 

— Fraktioniersauleneinheiten (E, G) 

— Detektoreinheiten (7 und 20, 21) 
65 — Pumpeinheiten (B, C, D) 

— Fraktionssammlereinheiten, 
wobei diese Einheiten einschlieSlich jeder einzel- 
nen Trenn- bzw. Fraktioniersaule liber Mehr-We- 
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ge-Ventiie ansteuerbar miteinander verbunden 
sind, und 

eine Rechnereinheit fur das softwaregesteuerre 
funktionelle Zusammenwirken der Vorrichtung. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 5 
zeichnet daB sie mindestens zwei Trennsaulenein- 
heiten (A, F) aufweist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet daB sie mindestens zwei Fraktio- 
niereinheiten (E, G) aufweist 10 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie mindestens eine Detektor- 
einheit (20, 21) aufweist 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens drei 15 
Pumpeinheiten (B, C, D) aufweist 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet daB die Trennsaulenein- 
heiten (A, F) und Fraktioniersauleneinheiten (E, G) 
alternierend angeordnet sind 20 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet daB eine Trennsaulenein- 
heit (A) eine in Reihe geschaltete Aufgabesaule und 
eine Trennsaule enthalt, und die weiteren Trenn- 
sauleneinheiten mindestens zwei Trennsaulen urn- 25 
fassen. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet daB die Trennsauienein- 
heit (A) aus einer Aufgabenschleife und einer 
Trennsaule besteht 30 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB mindestens zwei De- 
tektoreinheiten (7, 20, 21) enthalten sind, die zwi- 
schen Trennsauleneinheiten (A, F) und Fraktionie- 
reinheiten (E, G) angeordnet sind. 35 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet daB sie mindestens eine 
Detektoreinheit (20, 21) aus einem seiektiv und ei- 
nem nicht seiektiv messenden Derektor aufweist 

1 1. Vorrichtung nach einem der anspruche 1 bis 10, 40 
dadurch gekennzeichnet daB c ^ Detektoren UV- 
und Lichtstreudetektoren sind. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie einen massense- 
lektiven Detektor wie ein Massenspektrometer 45 
aufweist 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet daB mindestens drei 
Pumpeinheiten (B, C, D) enthalten sind, wobei min- 
destens eine Pumpeinheit (B) mindestens zwei 50 
Hochdruckgradientenpumpen aufweist 

14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Pumpeinheiten 
(B, C, D) uber Mehr-Wege-Ventile mit den Fraktio- 
niersauleneinheiten (E, G) und den Trennsaulenein- 55 
heiten (A, F) verbunden sind. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet daB die Trennsaulen der 
Trennsauleneinheiten (A, F) mit Reversed-Phase- 
Materialien (RP) gefiillt sind. eo 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet daB die Trennsaulen der 
Trennsauleneinheit (A, F) und die Fraktioniersau- 
len der Fraktioniersauleneinheiten (E, G) mit Nor- 
mal- und Reversed-Phase-Materialien gefiillt sind. 65 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet daB die Trennsaulen und 
Fraktioniersaulen mit Kieselgel, mit modifizierten 
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Kieseigelen wie RP-2, RP-4. RP-8, RP- !8,. Amino, 
Cyano, Phenyl, Diol, Anionenaustauscher und Ka- 
tionenaustauscher und/oder mit Polymerphasen 
gefiillt sind. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Pumpeinheit (B), 
die Trennsauleneinheit (A) und die Fraktioniersau- 
leneinheit (E) uber ein 6-Wege-Ventil (3) ansteuer- 
bar miteinander verbunden sind 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet daB die Fraktioniersau- 
leneinheit (E) und die Trennsauleneinheit (F) uber 
ein 6-Wege-Ventil ansteuerbar miteinander ver- 
bunden sind. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet daB die Fraktioniersaulen 
der Fraktioniersauleneinheit (E) und die Trennsau- 
len der Trennsauleneinheit (F) je ein 4-Wege-Ventil 
auf weisen ( 1 8. 1 - 1 8. 1 8 und 1 9. 1 - 1 9.6). 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet daB die Fraktioniersaulen 
der Fraktioniersauleneinheit (G) je zwei 4-Wege- 
Ventile (24.1 - 14.10 und 25.1-25.10) aufweisem 

22. Verfahren auf HPLC-Basis zur Trennung hoch- 
komplexer Substanzgemische, umfassend die fol- 
genden Stufen 

— Gradiententrennung eines hochkomplexen 
Substanzgemisches in einer ersten Trennsau- 
leneinheit (A) in eine definierte Anzahl von 
Fraktionen mittels einer Pumpeinheit (B) 

— Erhohung der Polaritat des Eluenten durch 
Wasserzugabe uber eine Pumpeinheit (C) 

— Oberfuhrung der Fraktionen in eine erste 
Fraktioniersauleneinheit (G), deren Saulenan- 
zahl der Anzahl der getrennten Fraktionen 
entspricht, und Adsorption der vorher aufge- 
trennten Fraktionen auf je eine Fraktionier- 
saule durch Festphasenextraktion 

— sequenzielles Oberspulen der in der ersten 
Fraktioniersauleneinheit (E) adsorbierten 
Fraktionen mit weniger polaren Eluenten in 
eine zweite Trennsauleneinheit (F) und weite- 
re Auftrennung mit schwachem Gradienten 
mittels der Pumpeinheit (B) 

— Erhohung der Polaritat des Eluenten durch 
Wasserzugabe uber eine Pumpeinheit (C) 

— sequenzielle Oberfuhrung der weiter aufge- 
trennten Fraktionen entsprechend der Signale 
der Detektoreinheit (20, 21) in eine Fraktio- 
niersauleneinheit (G) und der Adsorption je- 
der Fraktion auf eine Fraktioniersaule durch 
Festphasenextraktion 

— sequenzielles Oberspulen der Fraktionen 
von der Fraktioniersauleneinheit (G) in die 
Fraktionssammlereinheit (H) mittels einer 
Pumpeinheit (D) und eines weniger polaren 
Eluenten und anschlieBendem Konditionieren 
der freigespiilten Fraktioniersaule mittels der 
Pumpeinheit (D), 

wobei der Transport der mobilen Phase und die 
zwischenzeitlich erforderlichen Konditionierungs- 
bzw. Aquilibrierungsschritte der einzelnen Saulen 
in den Trennsauleneinheiten durch Steuerung der 
Pumpeinheiten (B, C, D), der Schaltung der Mehr- 
Wege-Ventile und der Fraktionssammler unter 
Verarbeitung der Signale der Detektoreinheiten (7 
und 20, 21) uber eine Rechnereinheit erfolgt 

23. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
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zeichnet,- daB der Zugang der mobilen Phase zu 
jeder einzelnen Trennsaule der Trennsauleneinheit 
(F) und .zu jeder einzelnen Fraktioniersaule der 
Fraktioniersauleneinheiten (E, G) separat rechner- 
gesteuert iiber 4-Wege-Ventile durchgefuhrt wird. 5 

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch 
gekennzeichnet, daB nach Freispulung einer Frak- 
tioniersaule der Fraktioniersauleneinheit (G) in ei- 
nen Fraktionssammler (31, 32, 33) der Fraktions- 
sammlereinheit (H) mittels der Pumpeinheit (D) die 10 
Fraktioniersaule mit Wasser fur die nachste Frak- 
tionierung konditioniert wird (Roll-over-Betrieb). 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zufuhrung des 
hochkomplexen Substanzgemisches zur Vorrich- ^ 
tung iiber eine Aufgabensaule erfolgt 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das hochkomplexe Substanzgemisch 
mit einem Sorbent vermischt wird, in einem L6- 
sungsmittel wie Methanol suspendiert, danach das 20 
Losungsmittel abgetrennt und der mit dem kom- 
plexen Subtanzgemisch beiadene Sorbent in die 
Aufgabensaule gefullt wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Trennung des 25 
Substanzgemisches in der Trennsauleneinheit (A) 
mit einem Gradient erfolgt, der eine zunehmende 
Lipophilic aufweist 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet daB als Eluenten waBrige 30 
Pufferiosungen und lipophilere Losungsmittel ein- 
gesetzt werden. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, daB als lipophiiere Lo- 
sungsmittel Losungsmittel wie Acetonitril, Metha- 35 
noi, Tetrahydrofuran und Isopropanol eingesetzt 
werden. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Peakerkennungs- 
programm eingesetzt wird, das es erlaubt die An- 40 
zahl der Fraktionen zu optirnieren. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, daB in den Saulen der 
Fraktioniersauleneinheit (E, G) entsprechend der 
Polaritat der Fraktion unterschiediiche Sorbentien 45 
eingesetzt werden. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Freispulung der 
Fraktioniersaulen im Backflush-Verfahren erfolgt 
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